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Ubrzana ekstrakcija otapalom: Primjena u ekstrakciji
fenolnih spojeva iz bobicastog voca

Accelerated solvent extraction: Application in the extraction of
phenolic compounds from berries

Petra Brzovi¢, Ivana Generali¢ Mekinié¢

SAZETAK

S ciljem zaStite i smanjenja negativnog ljudskog utjecaja na okoli§ u
modernoj znanosti se sve vefa pozornost posvecuje razvoju zelenih
ekstrakcijskih procesa. Tehnike koje se u tu svrhu koriste doprinose oCuvanju
sirovina, energije, ali i smanjenju potrosnje otapala uz povecanje prinosa zeljenih
analita. Posebno se istiCe ubrzana ekstrakcija otapalom (engl. Accelerated
solvent extraction, ASE ili Pressurized liquid extraction, PLE), koju karakterizira
1 kratko vrijeme ekstrakcije u zatvorenim komorama pri visokim temperaturama.
Bobicasto voce je poznato po svome pozitivnom utjecaju na ljudsko zdravlje,
zahvaljujuéi obilju bioloski aktivnih spojeva izmedu kojih se posebice isti¢u
fenolni spojevi. Cilj ovog rada bio je prikazati pregled dosadasnjih novijih
istrazivanja u podrucju ekstrakcije fenola iz razlic¢itog bobicastog voca (aronija,
bazga, borovnica, crni i crveni ribiz, kupina) primjenom PLE pri razlicitim
uvjetima ekstrakcije (izbor otapala, vrijeme, temperatura). Svrha je bila i1
procijeniti u€inkovitost PLE u izolaciji ciljanih analita u usporedbi s ostalim
zelenim 1 konvencionalnim ekstrakcijskim tehnikama.

Kljuéne rijeci: antocijani, bobic¢asto voce, fenoli, PLE, zelena ekstrakcija

ABSTRACT

With the aim of protecting and reducing the negative impact of humans on the
environment, modern science is increasingly focusing on the development of green
extraction processes The techniques used for this purpose contribute to the
conservation raw materials and energy, but also to the reduction of solvent
consumption while increasing the yield of the desired analytes. Accelerated
solvent extraction, ASE or Pressurized Liquid Extraction, PLE, stands out here,
which is characterized by a short extraction time in closed cells at high
temperatures. Berries are known for their beneficial effects on human health,
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thanks to the abundance of biologically active compounds, among which phenolic
compounds stand out ina particular. The aim of this paper was to present an
overview of recent research in the field of phenolic extraction from various berries
(chokeberry, elderberry, blueberry, black and red currant, blackberry) using PLE
under different extraction conditions (choice of solvent, time, temperature). The
aim was also to evaluate the effectiveness of this technique in isolating the target
analytes in comparison to other green and conventional extraction techniques.
Keywords: anthocyanins, berries, phenolics, PLE, green extraction

UvoD

Posljednjih godina znanstvena istrazivanja su sve viSe usmjerena na
problematiku zastite okoliSa i smanjenje negativnog utjecaja ljudske aktivnosti na
isti. Navedeno ukljucuje i teZznju za izbjegavanjem Stetnih procesa i sintetskih
kemijskih spojeva u razli¢itim granama industrije $to je dovelo do razvoja koncepta
zelene kemije. Zelena kemija je odrzivi pristup koji obuhvaca postupke istrazivanja,
razvoja 1 primjene procesa i proizvoda koje karakterizira redukcija ili eliminacija
tvari koje imaju negativan u¢inak na zdravlje i/ili okoliS. Obzirom na prekomjerno
troSenje resursa, posebno onih neobnovljivih, znanstvenici su razvili koncept sa 12
principa, medu kojima su redukcija potrosnje reagenasa i materijala, krace vrijeme
trajanja procesa, bolja energetska ucinkovitost i iskoristenje, poticanje direktnih i in
situ analiza, osiguravanje sigurnosnih operatora i dr. Primjena navedenih principa
na ucestalo koristene procese i tehnike minimalizira njihov Stetni utjecaj na okolis i
time Stiti prirodne resurse, §to su i glavni ciljevi zelene kemije. Kod razvoja zelenog
procesa, kljucan korak predstavlja priprema uzorka. Posebna paznja u razvoju
zelenih procesa posvecena je ekstrakcijskim tehnikama, osobito u svrhu smanjenja
potro$nje sirovina, otapala, energije, vremena i koliine nastalih nepozeljnih
nusprodukata (Richter i sur., 1996.; Anastas i Warner, 1998.; Chemat i sur., 2012.;
Galuszka i sur., 2013.; Armenta, 2019.).

Sa stajaliSta zelene kemije, postoji nekoliko znacajnih ekstrakcijskih
tehnika, od kojih su najucestalije ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
(engl. Ultrasound-assisted extraction, UAE), ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (engl. Microwave-assisted extraction, MAE), ekstrakcija
superkritiénim otapalima (engl. Supercritical fluid extraction, SFE) te ubrzana
ekstrakcija otapalima (engl. Accelerated solvent extraction, ASE ili Pressurised
liquid extraction, PLE) (Armenta i sur., 2019., Picot Allain i sur., 2021.).
Izmedu navedenih tehnika, posebno se isticu MAE i PLE kod kojih se
ekstrakcija vrsi u zatvorenim sustavima pri visokim tlakovima i temperaturama,
te obi¢no u znatno kra¢em vremenu u usporedbi s ostalim tehnikama. Obje
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tehnike se temelje na smanjenom koriStenju uzoraka i otapala i povecanju
iskoriStenja ciljanih analita, dok im je energetska potro$nja veca (Anastas i
Warner, 1996.; Picot Allain i sur., 2021.).

Ubrzana ekstrakcija otapalom (PLE)

PLE je automatizirana ekstrakcijska tehnika kod koje primijenjeni visoki
tlakovi odrzavaju organska otapala u blizini njihovih superkriticnih tocaka,
odnosno u teku¢em stanju, unato¢ primjeni visokih temperatura. Koristenjem
takozvanih subkriticnih otapala, smanjuje se njihova povrSinska napetost i
viskoznost, §to dovodi do lakSeg ulaska otapala u pore matriksa i boljeg
otapanja analita. PoviSenje temperature povecava i brzinu difuzije, $to dovodi
do toga da se analiti brze kre¢u s grani¢nog sloja matriksa iz kojeg se
ckstrahiraju prema otapalu. Navedenim se ujedno i skracuje vrijeme ekstrakcije
te smanjuje koli¢ina utroSenog otapala. Primjena PLE olakSava i pucanje slabih
intermolekulskih sila (dipol-dipol, van der Waalsove sile, vodikove veze i dr.).
Visoki tlakovi dovode do propustanja zraka koji se nalazi u vakuolama stanica,
§to uzrokuje denaturaciju membranskih proteina i time laksi pristup otapala
analitu. Primjena visokih tlakova omogucava i ucinkovitiju ekstrakciju
termolabilnih spojeva (Anastas i Warner, 1996.; Picot Allain i sur., 2021.).

Bobicasto voce kao izvor bioaktivnih fenolnih spojeva

U posljednje vrijeme, bobicasto voce sve vise dobiva na popularnosti,
zahvaljuju¢i dokazanom pozitivnom utjecaju na ljudsko zdravlje. Ove vrste
voca su izvrstan izvor sekundarnih biljnih metabolita, od kojih se posebno isti¢u
fenolni spojevi (osobito antocijani i fenolne kiseline) (Chemat i sur., 2012.).
Antocijani su poznati prvenstveno po svome superiornom antioksidacijskom
ucinku, koji se temelji na dva mehanizma. Prvi, direktni, zasniva se na elektron-
donorskom potencijalu flavonoidnih struktura, a drugi, indirektni, na povecanju
i obnavljanju koncentracije stani¢nih antioksidanasa (antioksidativnih enzima)
(Fernandes 1 sur.,, 2014.; Qi i sur., 2023., Patra i sur.,, 2022.). Osim
antioksidacijske aktivnosti, antocijani su poznati i po svome antiupalnom
ucinku (Szymanowska i Baraniak, 2019.; Qi i sur., 2023.; Xue i sur., 2023.;
Winter i1 sur., 2018.), antimikrobnoj aktivnosti, posebno prema Gram-
negativnim vrstama (Puupponen-Pimié i sur., 2001.; Co6té i sur., 2011.; Pojer i
sur., 2013.; Tena i sur., 2020.), antikancerogenoj aktivnost (Malik i sur., 2003.;
Faria i sur., 2010.; Tena i sur., 2020.), itd. Osim navedenog, antocijani pokazuju
i dobre ucinke na zdravlje ocCiju, sprje¢avanje kardiovaskuarnih bolesti, zastitu
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kognitivnih funkcija, probavni sustav i crijevnu mikrofloru te smanjenje rizika
od pretilosti i bolesti povezanih s pretilo§¢u, primjerice dijabetes tipa II (Chemat
isur., 2012.; Gatuszka i sur., 2013.; Tena i sur., 2020.).

PLE u izolaciji fenola bobicastog voca

Obzirom na =zastupljenost bobiCastog voca u istraZivanjima izolacije
fenolnih spojeva tehnikom ubrzane ekstrakcije otapalom, u ovome preglednome
radu (Tablica 1.) su prikazani dostupni objavljeni literaturni podaci znanstvenih
istrazivanja (radovi od 2010. godine pronadeni pregledom znanstvenih
publikacija pretrazivanjem baza ScienceDirect i Scopus putem kljucnih rijeci),
koja su kao predmet imali ekstrakciju fenolnih spojeva (ukupnih fenola,
flavonoida i antocijana) iz bobiCastog vo¢a ubrzanom ekstrakcijom otapalom
primjenom Dionex ASE uredaja (Dionex ASE 350, Thermo Fischer, Waltham,
MA, SAD), u usporedbi s drugim metodama ekstrakcije. Zbog lakse usporedbe
dobivenih rezultata istaknuti su osnovni Cimbenici ekstrakcije (otapalo,
temperatura, vrijeme zagrijavanja komore, primijenjen tlak, staticko vrijeme,
volumen ispiranja komore, trajanje faze ispiranja, volumen komore i koli¢ina
analita) kao 1 svi poznati uvjeti ostalih provedenih ekstrakcijskih tehnika.

Prema dostupnoj literaturi, PLE predstavlja popularnu tehniku ekstrakcije
fenolnih spojeva iz bobiCastog voca, Sto se moZe pripisati njenoj jednostavnosti,
brzini i ekonomicnosti, te Cinjenici da, zahvaljuju¢i radu u inertnoj atmosferi,
ciljani analiti se znacajno ne degradiraju unato¢ primjeni visokih temperatura i
tlakova. Medutim, u svrhu usporedbe ove tehnike s drugim ekstrakcijskim
tehnikama (klasi¢nim i ostalim zelenim tehnikama), izdvojeni su samo primjeri
kod kojih je navedena usporedba moguc¢a. Takoder, iz prikazanih rezultata je
vidljivo da iako su uvjeti ekstrakcije uglavnom sli¢ni, kao i metode odredivanja
izoliranih spojeva, usporedba rezultata je oteZzana zbog razli¢itih nacina
izrazavanja dobivenih podataka. Sto se ekstrakcijskog otapala tie, u PLE
ekstrakcijama, najucestaliji su etanol i metanol u razliitim omjerima i pri
razli¢itim pH vrijednostima, dok su u samo nekoliko istrazivanja koristeni heksan,
diklormetan (za odmas¢ivanje) (Ho i sur., 2017.a; 2017.b), aceton (Culina i sur.,
2021.), te voda kod c¢ije uporabe govorimo o subkriticnoj vodenoj ekstrakciji
(subcritical water extraction, SWE) (Yang i sur., 2017.; Kang i sur., 2021.).

Jedno od mozda najopseznijih istrazivanja primjene PLE u izolaciji fenolnih
spojeva iz bobicastog voca je ono od strane Ho i sur. (2017.b) koji su ispitivali
fenolni sastav ekstrakata Cetrnaest razliCitih vrsta bobica nativnih nordijskom
podrucju pri ¢emu je kao ekstrakcijsko otapalo koristen 80 %-tni metanol. Najvisi
udio ukupnih fenola (85 mg GAE/g) pronaden je u ekstraktu crne mahunice,
a najnizi (10 mg GAE/g) u ekstraktu crvenog ribiza.
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Tablica 1. IstraZivanja o primjeni ubrzane ekstrakcije otapalom u ekstrakeiji
fenolnih spojeva iz bobicastog voéa

Table 1

Research on the application of accelerated solvent extraction in the

extraction of phenolic compounds from berries

- Predobrada | Ekstrakcijska . . .
BOblZism uzorka tehnika Otapalo Uvjeti U(.ilfﬁ fenolml:ﬁsp; Jefv a Referenca
BVO a Sample Extraction Solvent Conditions h © {)lropo ono d Reference
erries ® i s phenolic compounds
$liéck'05v‘:§:;nle5.°5°n‘:;’ UF: 64,0 mg GAE/g ekstrakta | 0 o
Liofilizacija PLE 80 % MetOH broj ciklusa: 2, v. komote (0,835 mg Gﬁ;g svjezeg 2017b
100 mL, uzorak:DZ, 4:1 uzo!
190 °C, bez zagrijavanja X L.
H,0, H,0 prije uvodenja komore, UA:0,7 rkn;g(/fl sg))ezzg Kangi
Liofilizaciia | PLE(SWE) | s1% limunske | tlak 100 bara/1450 psi, staticko vzorka (o)), S 1sur.,
o . B 2,5 mg/g svjezeg uzorka 2021
kiseline vrijeme: 1 min, v. komore 22 mL, © (’) s 1% limunske kiscline)
wzorak:DZ, 1:2 208 170y
. 1 g uzorka +22 mL otapala, .
a:‘;‘:ﬂz Liofilizacija KE H,0 vodena. }(upelj pri 60 °C UA: 0,49 mg/g svjeZeg uzorka Karz%zl lsun,
melanocarpa tijekom 1 h
(Michx.) 1,5 g uzorka, 60 °C, 10 MPa, Krakowska -
Elliott) Liofilizacija PLE 96 % EtOH staticko vrijeme: 15 min, UF: 31,95 mg GAE/g ekstrakta | Sieprawska i
broj ciklusa: 2. sur., 2024
Susenje 5 g uzorka, omjer uzorak: Medvedova i
(pri 60 °C Maceracija 60 % EtOH otapalo = 1:10,2 h, UF: 57,8 mg GAE/g ekstrakta 2023
tijekom 24 h) 22 °C, mijesanje sur.,
Susenje Medvedova i
(pri 60 °C Soxhlet 80 % EtOH 5 guzorka, 2 h, 78-83 °C UF: 60,9 mg GAE/g ekstrakta
.. sur., 2023
tijekom 24 h)
Susenje UF: 67,9 mg GAE/g ekstrakta Medvedova i
(pri 60 °C PLE 40/96 % EtOH 140 °C, 30 min, 10,3 MPa (40 % EtOH), ~54 mg GAE/g sur.. 2023
tijekom 24 h) ekstrakta (96 % EtOH) Sur
$liéck'05v‘:§:;nle5.°5°n‘:;’ UF: 53,0 mg GAE/gekstrakta | 0 o
Liofilizacija PLE 80 % MetOH broj ciklusa: 2, v. komore 100 (0,251 mg Gﬁ;g svjezeg 2017b
mL, uzorak:DZ, 4:1 uzo!
96% E{OH, 0.5 70.,C’ S.M- 1500 psi, stau?ko UF: 55,3 m% GAE/g ekstrakta )
Liofilizacija PLE % TFA vrijeme: 5 min, broj ciklusa: 3, (96 % EtOH), Ho isur.,
MetOH ispiranje 60 s, v. komore 100 mL, 49,4 mg GAE/g ekstrakta 2017a
uive uzorak:DZ, 4:1 (0.5 % TFA u MetOH)
. °C)-
Susenje 100/120 °C, 60 bar/870 psi, FK: 141,52 pg/g (100 °C); ) )
. o L h 141,82 pg/g (120 °C), Oniszezuk i
(na zraku pri PLE 100 % EtOH staticko vrijeme: 10 min, . o
29°C u tami) broj ciklusa: 3 FL: 69,68 pg/g (120 °C) sur., 2019
Bazga - FL: 71,87 ug/g uzorka
(Sambucus
nigra L. Susenje i ' FK: 144:;6 ptg/g, ) "
. 2 guzorka + 40 mL otapala, FL: 69,35 ug/g (40 °C); Oniszczuk i
o
z(gig“k;[‘]’;‘) UAE 100% EtOH pri 40/60 °C, 20 kHz, 100 W FK: 148,87 pg/g, sur., 2019
u FL: 74,54 pg/g uzorka (60 °C)
1,5 g uzorka, 60 °C, 10 MPa, Krakowska -
Liofilizacija PLE 96 % EtOH staticko vrijeme: 15 min, UF: 30,56 mg GAE/g ekstrakta | Sieprawska i
broj ciklusa: 2 sur., 2024
1,5 g uzorka, 60 °C, 200 bara,
Otapalo CO staticko vrijeme: 30 min, Krakowska-
Liofilizacija SFE komap:lo Et(;H dinamicki mode; 30 min, UF: 31,23 mg GAE/g ekstrakta | Sieprawska i
P! protok 10 mL/min za CO, i sur., 2024

0.4 mL/min za 96 % EtOH
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Q0T IR | U omgGavgetsnkn | 1y
Liofilizacija PLE 80 % MetOH v. komore 100 mL, (0,211 mg G.:\kal?;g svjezeg 2017b
wzorak:DZ, 4:1 uzo!
130 °C, bez zagrijavanja prije R .
P HZQ, O uvodenja komore, tlak 100 bara/ UA: 05 me/g svezes uzorka Kang i sur.,
Liofilizacija PLE (SWE) | s1 % limunske A o (H,0), 0,5 mg/g svjezeg uzorka
o 1450 psi, staticko vrijeme: 3 min, o/ T L 2021
kiseline v. komore 22 mL. uzorak:DZ. 12 (H,O s 1 % limunske kiseline
Borovnica -
(Vaccinium 1 g uzorka + 22 mL otapala, Kangisur.
co))ymbosum Liofilizacija KE H,0 vodenztiijl;ip:;l{ [larg 60 °C UA: 0,37 mg/g svjezeg uzorka 2021 ’
L.
Borovnica 60 °C, 5 min, 1500 psi, staticko
(Vaccinium Liofilizacija PLE 80 % MetOH ""Je““f'kso [‘:“”f;'eblrgf);‘li“”' 2 | UF: 56,0 mg GAE/g ckstrakia Hz"o‘lif"
myrtillus L.) uzorak:DZ, 4:1
MetOH/H,0O / 40 °C, 5 min, 1500 psi, staticko UA: 5,8 mg/g svjezeg uzorka
Liofilizaciia PLE octena kiselina | vrijeme: 5 min, ispiranje 100 %, (20:75:5), Heffels i sur.,
Y (20:75:5)/ broj ciklusa: 3, v. komore 10 mL, 11,1 mg/g svjezeg uzorka 2015
(80:15:5) 0,2 guzorka + DZ (80:15:5)
MetOH/H,0O / UA: 1,6 mg/g svjezeg uzorka
e octena kiselina 1,2 g uzorka + 20 mL otapala, (20:75:5), Heffels i sur.,
Liofilizacija UAE (20:75:5)/ pri 1100 W, 10 min 5.4 mglg sviezeg uzorka 2015
(80:15:5) (80:15:5)
L o : 8 12, -
Liofilizacija PLE 80 % MetOH v. komore 100 mL, (0,4}% mg GAE/g 2017b
wzorak:DZ, 4:1 svjezeg uzorka)
80/100 °C, 5 min, 10,34 UF: zg’f “]’Egtgf/ g
MPa/1494 psi, staticko vrijeme: (0% y
Vakuumsko PLE 30/50/70 % 10 min, ispiranie 100 %. broi . 80 °C); UFL: 7,9 mg CE/g Mili¢ i sur.,
sugenje EtOH Cﬂ:‘l‘;‘;’afsé"‘?sanﬁ 00 s n ) (70 % EtOH, 100 °C); 2022
Cmiribiz Komore 22 L usorakeD7, 51 UA: 0,7 mg C3GE/g
(Ribes s It A (30 % EtOH, 100 °C)
nigrum L.)
UF: 34,1 mg GAE/g; S
Va.kL!un}sko MAE 30% EtOH 5 guzorka + 50 mL_otapala, UFL: 7,0 mg CE/g, Mili¢ i sur.,
susenje 600 W, 10 min & 2022
N ’ UA: 1,0 mg C3GE/g
UF: 29,6 mg GAE/g
5 guzorka + 50 mL otapala, (50 % EtOH, 70 °C) S
V‘Zk“,;nmzko UAE 50/70 % EtOH 50/70 °C, 40 kHz, UFL: 8,3 mg CE/g, M’lz‘%;;“'"
suseny 30 min, 60 W/L UA: 096 mg C3GE/g
(70 % EtOH, 50 °C)
N N A
T | U o0 g onts | 1 e
Liofilizacija PLE 80 % MetOH v. komore 100 mL, eksf . e(;)é;(fzxfa ()“yAE/g 2017b
uzorak:DZ, 4:1 N
80/120 °C, 5 min, 10,34
MPa/1494 psi, staticko vrijeme: UF: 26,3 mg GAE/g (80 °C), S
Vakuumsko PLE 50 % EtOH 10 min, ispiranje 100 %, broj UFL: 7,7 mg CE/g, M’lz’gézs“‘"
Crven ribiz susenje ciklusa: 2, ispiranje 90 s, v. UA: 0,09 mg C3GE/g (120 °C)
(Ribes komore 22 mL, uzorak:DZ, 5:1
rubrum L.) UF: 23.8 mg GAE/g o
Viku‘;e“nmzk" MAE 3070%EOH | 8 “206‘{1)‘8 QS?m‘apala’ UFL: 5,6 mg CE/g, M’lz’f)ézs“‘"
suseny ’ UA: 0,1 mg C3GE/g uzorka
UF: 20,6 mg GAE/g uzorka,
Vakuumsko UAE 30550 % EOH | 3 uzorka + S0 mL otapala, UFL: ?5"(‘) ‘u;‘gE%g)“"’rka Mili¢ i sur.,
susenje ° 50 °C, 40 kHz, 30 min, 60 W/L p : 2022
UA: 0,1 mg C3GE/g uzorka
(30 % EtOH)
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Kupina divija 60 °C, 5 min, 1500 psi, Saticko | -y 46 g GAR/g ekstrakta )

(Rubus Liofilizacija PLE 80% MetoH | Vriieme: 3 min, broj ciklusa:2, (0,511 mg GAE/g svjezeg Ho isur,
3 v. komore 100 mL, i 2017b

fruticosus L.) worak:DZ. 4:1 uzorka)

Nordijska o . . i

e . —

(Rubus Liofilizacija PLE 80 % MetOH v. komore 100 mL, (0,311 mg GAE/g svjezeg 2017b

chamaemorus worak:DZ. 4:1 uzorka)

L) e

* PLE - pressurized liquid extraction (ubrzana ekstrakcija otapalom), SWE- subcritical water extraction
(subkriticna ekstrakcija vodom), UAE - ultrasound assisted extraction (ultrazvukom potpomognuta
ekstrakcija), MAE - microwave assisted extraction (mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija), KE-
konvencionalna ekstrakcija, SFE - supercritical fluid extraction (superkriticna fluidna ekstrakcija), EtOH -
etanol, MetOH - metanol, H,O - voda, HAc - octena kiselina, TFA - trifluoroctena kiselina, UF - ukupni
fenoli, FL - flavonoidi, UFL - ukupni flavonoidi, FLA - flavanoli, UA — ukupni antocijani, FK - fenolne
kiseline, GAE - ekvivalenti galne kiseline, CE - ekvivalenti katehina, QE - ekvivalenti kvercetina, C3G -
cijandin-3-O, C3GE - eckvivalenti cijanidin-3-O-glukozida, M3 - malvidin-3-O, M3GE - ekvivalenti
malvidin-3-O-glukozida, DZ- dijatomejska zemlja

U istrazivanju koje su provodili Kang i sur. (2021.) odredivani su optimalni
uvjeti PLE na prinos antocijana u ekstraktima aronije i borovnice. Kao
ckstrakcijsko otapalo koristena je voda pa je ovo jedan od rijetkih primjera
ekstrakcije subkriticnom vodom u dostupnoj literaturi. U ovom istraZivanju
ispitan je ucinak primjene razli¢itih temperatura (110, 130, 150, 170, 190 i
200 °C) i trajanja ekstrakcije (1, 3, 5 1 10 minuta) na uinkovitost ekstrakcije
ciljanih spojeva. IstraZen je i utjecaj pH vrijednosti ekstrakcijskog otapala na
nac¢in da je ekstrakcija provedena koriStenjem obi¢ne i zakiseljene vode
(dodatkom 1 % limunske kiseline). Najpovoljniji ekstrakcijski ¢imbenici za
borovnicu su bili pri 130 °C tijekom 3 minute koji su rezultirali sadrzajem
antocijana od 0,47 mg/g svjezeg ploda (koncentracija malvidin-3-galaktozida
0,18 mg/g). Za aroniju su se najboljim pokazali rezultati pri temperaturu 190 °C
tijekom 1 minute (antocijani 0,66 mg/g, cijanidin-3-galaktozid 1,34 mg/g).
Produljeno vrijeme ekstrakcije kao i poviSenje temperature rezultiralo je kod
oba uzorka smanjenjem sadrzaja navedenih spojeva. Sadrzaj antocijana u
ekstraktima borovnice pripravljenim obi¢nom i zakiseljenom vodom nisu se
znacajno razlikovali, dok je kod ekstrakata aronije ta razlika bila jako izrazena
(u ekstraktu pripravljenom zakiseljenom vodom je pronaden gotovo 3,6 puta
viS§i udio antocijana). Konvencionalna ekstrakcija pri 60 °C je ocekivano
rezultirala znatno nizim udjelom izoliranih ciljanih spojeva.

U istrazivanju Medvedove i sur. (2023.) usporedeni su ekstrakti aronije
pripravljeni maceracijom, Soxhlet ekstrakcijom i PLE tehnikom, kao i utjecaj
izbora otapala. lako se PLE tehnika pokazala znatno uinkovitijom u izolaciji
fenolnih spojeva, vazno je uociti da izbor otapala u ovom slucaju 40 %-tnog
etanola predstavlja znatno bolji izbor nego li je to 96 %-tni etanol.
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Ho i sur. (2017.a) istrazivali su udio fenola u ekstraktima bazge
pripravljenim koriStenjem etanola i zakiseljenog metanola, a rezultati njihova
istrazivanja su potvrdili ipak nesto visi udio ovih spojeva u etanolnom ekstraktu
bazge. Oniszczuk i sur. (2019.) su usporedivali ekstrakcijsku u¢inkovitost PLE i
UAE pri razli¢itim temperaturama u izolaciji fenolnih kiselina i flavonoida iz
bazge. lIako dobiveni rezultati nisu ukazali na statisticki znacéajnije razlike u
ekstrakcijskom prinosu ukupnih izoliranih spojeva, moze se primijetiti da je kod
PLE ekstrakata primjena vise temperature (120 °C) rezultirala nizim sadrzajem
fenolnih kiselina i flavonoida. S druge strane, kod UAE je dokazano suprotno tj.
povisenje temperature sa 40 na 60 °C rezultiralo je boljom ekstrakcijom.

Da na udio ekstrahiranih fenolnih spojeva znacajno utjece izbor otapala
ukazuju Heffels i sur. (2015.) u svojem istrazivanju na plodovima iz porodice
Vaccinium (niskogrmolike borovnice 1 Sumske borovnice). Autori su
usporedivali i uc¢inkovitost PLE u usporedbi s UAE pri ¢emu su kao otapala
koristili 20 i 80 %-tni metanol. Kod obje vrste plodova PLE ekstrakti su
rezultirali znatno vi$im udjelom izoliranih antocijana nego li UAE. Takoder
izbor otapala s visim udjelom metanola pokazao se ucinkovitijim. I ovi autori su
u oba slucaja koristili zakiseljene sustave otapala. Mili¢ i sur. (2022.) su
usporedivali odrzive tehnike ekstrakcije u svrhu povecanja prinosa fenolnih
spojeva iz crnog i crvenog ribiza pri ¢emu su kao ekstrakcijsko otapalo koristili
etanol (30, 50 i 70 %), a usporedivane su tri odrzive, zelene ekstrakcijske
tehnike (PLE, UAE, MAE) s konvencionalnom ekstrakcijom (KE). Maksimalni
prinos fenola u crnom ribizu dobiven je MAE tehnikom (34,1 mg GAE/g)
koriStenjem 30 %-tnog etanola. Udio fenola u ekstraktu crvenog ribiza bio
je nizi u MAE ekstraktu nego 1i u ekstraktu pripravljenom PLE tehnikom
koristenjem 50 %-tnog etanola pri 80 °C (26,3 mg GAE/g). Kod crnog ribiza
vi$i udio alkohola u hidroalkoholnoj smjesi koja je koriStena za ekstrakciju
rezultirao je viSim sadrzajem flavonoida, dok je visi udio vode znatno
ucinkovitije djelovao na ekstrakciju ukupnih antocijana (0,7 mg C3GE/g). UAE
u usporedbi s PLE je kod koristenja i 50 1 70 %-tnog etanola dala ekstrakte s
nizim sadrZajem fenola i flavonoida. Iz navedenog je vidljivo da udio izoliranih
fenolnih spojeva ovisi o matriksu, primijenjenoj ekstrakcijskoj tehnici i
uvjetima ekstrakcije (kao §to su udio otapala i temperatura), ali i o ciljanoj vrsti
fenolnih spojeva.
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ZAKLIJUCAK

Zahvaljujuéi povecanoj svijesti znanstvenika o vaznosti zastite okoliSa i
ocuvanju prirodnih resursa, danas se sve vec¢i naglasak stavlja na koriStenje
zelenih tehnika i metoda u svim segmentima ljudskog djelovanja. Jedna od
takvih tehnika je i ubrzana ekstrakcija otapalom, koja uz navedeno doprinosi i
ocuvanju analita, uslijed ¢ega se moze koristiti na razli¢itim uzorcima u svrhu
ekstrakcije razlicitih bioaktivnih spojeva. Usporedbom podataka iz literature,
vidljivo je da je ubrzana ekstrakcija otapalom u vecini slucajeva pogodnija
ckstrakcijska tehnika od ostalih, Cesto upotrebljavanih tehnika, kao S§to su
konvencionalna ekstrakcija i UAE. Medutim, postoje slucajevi u kojima se PLE
nije pokazala najpogodnijom, §to je potvrda da navedeni prinos ovisi i o vrsti
sirovine 1 samog ciljanog analita, ali 1 o ostalim primijenjenim ¢imbenicima
ekstrakcije od kojih se posebno istice izbor koriStenog otapala i primijenjena
temperatura ekstrakcije.
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